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I. RESUMEN 

Se ha mostrado que los extractos polifenólicos del té verde (P60) tiene efectos 

protectores contra agentes genotóxicos como los compuestos de cromo 

hexavalente (Cr[VI]). Sin embargo, aunque se ha planteado a la activación de la 

reparación como una de las posibles vías de protección, no hay estudios al respecto. 

En este trabajo se evaluó el efecto de los extractos polifenólicos del té verde en 

ratones Hsd:ICR tratados con Cr(VI) mediante el ensayo de micronúcleos (MN), los 

rompimientos de cadena sencilla y doble del DNA y la relación de eritrocitos 

policromáticos/eritrocitos normocromáticos (EPC/ENC). Ratones macho de la cepa 

Hsd:ICR se dividieron en 4 grupos de cinco cada uno, los cuales fueron tratados de 

la siguiente manera: I) grupo testigo, se le administró el vehículo; II) Grupo P60, se 

le administró por vía intragástrica (i.g.) los extractos polifenólicos de té verde, 30 

mg/kg; III) Grupo Cr(VI), se le administró una dosis de 20 mg/kg de CrO3 por vía 

intraperitoneal (i.p.); IV) Grupo experimental, se le administró el P60 4 h previo al 

tratamiento de CrO3, en las dosis y vías ya mencionadas. Se tomaron muestras de 

sangre periférica a las 0, 24, 48 y 72 h para el ensayo de MN y a las 0, 4, 24, 48 y 

72 h para la evaluación de los rompimientos de ADN (ensayo cometa alcalino). El 

tratamiento de CrO3 indujo daño genotóxico y citotóxico ya que incrementa las 

frecuencias de MN, las rupturas de cadena sencilla y doble, además de modificar la 

relación de EPC/ENC. Los extractos polifenólicos del té verde no indujeron daño 

genotóxico, ni citotóxico, al no aumentar las frecuencias de MN, rupturas de cadena 

sencilla y doble en el ADN, ni modificaron la relación de EPC/ENC. Los extractos 

polifenólicos del té verde presentaron efectos antigenotóxicos al disminuir las 

frecuencias de MN y las rupturas de cadena sencilla y doble del ADN inducidas por 

el CrO3. Finalmente, el hecho de que se hayan disminuido las rupturas de cadena 

sencilla y doble en el ADN a partir de las 4 h, en el grupo tratado con los extractos 

polifenólicos del té verde previo a la exposición al CrO3, sugiere que el extracto pudo 

haber reactivado la reparación del daño oxidativo en el ADN inducido por el CrO3. 
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II. ÍNDICE DE ABREVIATURAS 

 

ADN    Ácido desoxirribonucleico 

ANOVA  Análisis de varianzas 

ARN    Ácido ribonucleico 

BER    Reparación por escisión de bases (del inglés Base Excision     

Repair) 

BrEt   Bromuro de etidio 

Cr   Cromo 

Cr(III)   Cromo trivalente 

Cr(VI)   Cromo hexavalente 

CrO3   Trióxido de cromo 

EC   Ensayo cometa 

E-C   (-)-epicatequina 

EGC   (-)-epigalocatequina 

EGCG  (-)-epigalocatequina-3-galato 

ENC   Eritrocitos normocromáticos 

EPA Agencia de protección ambiental (del inglés Environmental 

Protection Agency) 

EPC   Eritrocitos policromáticos 

ERN   Especies reactivas de nitrógeno 

ERO   Especies reactivas de oxigeno 

IARC Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer  (del 

inglés International Agency for Research on Cancer) 

i.g.   Intragástrica 

i.p.   Intraperitoneal 

MN   Micronúcleo (s) 

NA   Naranja de acridina 

NER   Reparación por escisión de nucleótidos 
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OGG1   8-oxo-guanina-glucosilasa 

P60   Extractos polifenólicos del té verde 

RL   Radicales libres 

UA   Unidades arbitrarias 

XRCC1  Grupo 1 de complementación cruzada de reparación de rayos      

                                X (del inglés X-ray repair cross-complementation group 1) 

•OH   Radical hidroxilo 

8-OHdG  8-hidroxidesoxiguanosina 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La industrialización y el surgimiento de nuevas tecnologías han contribuido en el 

aumento de la contaminación ambiental, siendo los metales pesados uno de los 

principales componentes (EPA, 2010; Tchounwou et al., 2012). En particular los 

compuestos del cromo hexavalente [Cr(VI)] han sido muy estudiados porque están 

clasificados como agentes mutagénicos y carcinogénicos por la Agencia 

Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés) 

(IARC, 1990). Sus efectos tanto mutagénicos como carcinogénicos han sido 

asociados al estrés oxidante generado durante la reducción intracelular de Cr(VI) a 

Cr(III) (O’Brien et al., 2003; Jomova y Valko, 2011). También se ha observado que 

la mutagenicidad de los compuestos de Cr(VI) puede estar implicada en la pérdida 

de actividad de genes importantes para la reparación del ADN (García-Rodríguez 

et al., 2017). De ahí que, se ha propuesto el uso de antioxidantes como estrategia 

para contrarrestar los efectos del estrés oxidante. Se ha observado que, la acción 

de los polifenoles no solo comprende la captura de las especies reactivas de 

oxígeno (ERO), sino también previene su formación, inhibe su propagación y puede 

activar enzimas de reparación (Zhang y Tsao, 2016; Ahmad et al., 2023). En 

estudios previos, realizados en nuestro laboratorio se observó que los extractos 

polifenólicos del té verde reducen el daño genotóxico inducido por Cr(VI), sugiriendo 

que la activación de la reparación del daño al ADN podría estar implicada en las 

vías de protección (García-Rodríguez et al., 2013). En el presente trabajo se 

estudiaron los efectos de los extractos polifenólicos del té verde sobre la inducción 

de micronúcleos (MN) y los rompimientos de cadena sencilla y doble en ratones 

Hsd:ICR tratados con compuestos de Cr(VI). 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Agentes genotóxicos 

 

Se define como tóxico a cualquier agente capaz de producir una respuesta 

desfavorable en un sistema biológico. En este grupo encontramos una clase 

particular, la cual produce una alteración/daño en el material genético o en sus 

componentes, por lo que se les reconoce como agentes genotóxicos. Dentro de esta 

clasificación están los agentes que interaccionan directa o indirectamente con el 

ADN (ocasionando mutaciones) y los que interfieren en procesos enzimáticos de la 

reparación, génesis o polimerización de proteínas involucradas en la segregación 

cromosómica. De acuerdo con su efecto se pueden clasificar como mutágenos y 

carcinógenos (Zuluaga et al., 2009; Pfau, 2012). Un agente mutágeno es aquella 

sustancia o preparado que puede producir una alteración en el ADN y alterar el 

control de la actividad celular, conduciendo a un malfuncionamiento de esta. La 

alteración del ADN de una célula puede darse como un cambio en la composición, 

una alteración del ajuste físico del mismo o como una adición o supresión de 

cromosomas (Zuluaga et al., 2009). Por otro lado, un agente cancerígeno es 

cualquier agente físico, químico o biológico capaz de dar origen a una neoplasia, 

llegando inclusive a desarrollar cáncer en el organismo. Se ha reportado la 

inducción de cáncer está asociada con factores ambientales que pueden 

relacionarse con el estilo de vida o a la exposición ocupacional (Carrera, 1997; 

Zuluaga et al., 2009). Se sabe que existe una relación entre la carcinogenicidad y la 

mutagenicidad, esta se refleja sobre la base de reacciones moleculares de metales 

con ácidos nucleicos o proteínas. La reacción directa con el ADN, el 

entrecruzamiento, la generación de radicales y la interacción con procesos de 

reparación son válidos para la inducción de mutaciones y, en consecuencia, la 

generación del cáncer (Gebhart, 2008; Pfau, 2012). 
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Así entonces tenemos que el daño genético o genotóxico se define como el 

deterioro de las instrucciones del ADN. Desde los cambios o eliminación de las 

bases nitrogenadas hasta la eliminación/inhibición de cromosomas completos o 

grupos de cromosomas. Debido a esto, surge la toxicología genética, la cual tiene 

como objeto de estudio los efectos adversos sobre el proceso de la herencia. En 

particular, la evaluación de la genotoxicidad está dirigida a eliminar los carcinógenos 

genotóxicos lo antes posible y las técnicas que se utilizan para medir este daño son 

muy diversas (Krishna y Hayashi, 2000; Evarista et al., 2012; Nesslany, 2017). De 

acuerdo con Montaño-Rodriguez (2013), las técnicas de detección del daño 

genotóxico se pueden agrupar con base en el tipo de alteración que detectan. 

 

2.1.1. Ensayo de micronúcleos 

 

Los MN son masas de cromatina que tienen forma de núcleos pequeños y que 

aparecen cerca del núcleo principal en las células interfásicas; pueden ser 

cromosomas completos rezagados por daño al uso mitótico, o bien fragmentos de 

cromosomas sin centrómero, en cualquiera de los casos, no lograron incorporarse 

a ninguno de los núcleos de las células hijas. Los MN se pueden originar de manera 

espontánea como resultado del envejecimiento celular o como respuesta a agentes 

genotóxicos específicos. Debido a esto, la presencia de MN constituye un 

biomarcador de efecto genotóxico, siendo indicador de agentes mutágenos o 

genotóxicos. El ensayo de MN se puede realizar in vivo y en cualquier tejido que 

esté en proliferación como la medula ósea o eritrocitos de sangre periférica donde 

el bazo no elimine eritrocitos micronucleados (FDA, 2000; Arellano et al., 2012; 

Torres-Bugarín et al., 2013). 
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2.2. Reparación del ADN 

 

Durante el ciclo celular se presentan varios puntos control que se encargan de 

regular la proliferación celular, el crecimiento y la síntesis del ADN. Estos se 

encuentran principalmente en la transición de las fases G1/S y G2/M, donde pueden 

evitar la progresión del ciclo celular en presencia de ADN dañado. Al hacer esto 

permiten que mecanismos de reparación se produzcan al mismo tiempo y se 

prevengan alteraciones genéticas heredables (Lagunas-Cruz et al., 2014). Estos 

son procesos propios de la célula que reconocen, remueven y reparan errores en 

su ADN, constituyendo mecanismos celulares que garantizan la estabilidad genética. 

Los mecanismos de reparación actúan como defensa ante carcinógenos, fármacos 

terapéuticos, respuesta celular y susceptibilidad individual a agentes tóxicos (Tafurt 

y Marin, 2014). Los daños en el ADN generados durante el ciclo celular se pueden 

ir acumulando con el tiempo y, aunque la mayoría permanecen silenciosos, algunas 

generan cambios funcionales que, al expresarse pueden ocasionar un amplio 

espectro de manifestaciones. Por ejemplo, pueden generar procesos anaplásicos, 

cambios en la expresión génica o en el crecimiento celular. Tales daños pueden 

deberse a procesos metabólicos endógenos que producen ERO y especies 

reactivas de nitrógeno (ERN) alterando directamente al ADN (Tafurt y Marin, 2014; 

Azurmendi, 2016; Lagunas, 2018). 

Existen diferentes maneras de reparar el ADN dependiendo del tipo de daño y de 

los componentes que se encuentren cercanos, o bien, sean más asequibles. Los 

mecanismos de reparación se pueden clasificar en aquellos que actúan cuando 

existe algún daño en una sola cadena y aquellos que participan cuando se dañan 

ambas. Mientras que algunas lesiones se reparan de forma directa, otras requieren 

de una serie eventos en los que participan múltiples proteínas. Así, las vías más 

importantes para reparar los daños en una sola cadena del ADN son la reparación 

por escisión de bases (BER, por sus siglas en inglés), la reparación por escisión de 

nucleótidos (NER) y la reparación por mal apareamiento de las bases (MMR); 
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mientras que la reparación por unión de extremos no homólogos (NHEJ) y la 

reparación por recombinación homóloga (HR) son más comunes para los daños en 

ambas cadenas (Altieri et al., 2008; Hang, 2010; Lagunas, 2018). 

2.2.1. Ensayo cometa 

 

El ensayo cometa (EC) o electroforesis alcalina de células individuales es una 

prueba rápida y cuantitativa que evalúa el daño del material genético causado por 

diferentes agentes químicos y físicos en cualquier tipo de células eucariotas 

(Ansoar-Rodríguez et al., 2015; Rodríguez-rey et al., 2016). El fundamento del 

ensayo se basa en la capacidad de los fragmentos de ADN escindidos 

desnaturalizados para migrar fuera de la célula bajo la influencia de un potencial 

eléctrico. Además, el ADN superenrollado intacto permanece dentro de los límites 

de la membrana celular cuando se aplica una corriente durante la electroforesis. La 

imagen de la migración del ADN obtenida se asemeja a un cometa con cabeza y 

cola, de ahí el término “ensayo del cometa” (Da Silva et al., 2000; Ayala et al., 2004; 

Liao et al., 2009). 

El ensayo detecta las rupturas de cadena doble y sencilla, formación de sitios 

alcalinos lábiles y entrecruzamientos de ADN-ADN y ADN-proteínas. Asimismo, se 

ha aplicado la técnica en la evaluación de los mecanismos de reparación celular 

ante el daño oxidante en el ADN en células eucariotas. Esto al observar si existe 

una reducción en las rupturas de cadena sencilla y doble para evaluar si afectaron 

a los mecanismos de reparación (Lagroye et al., 2004; Collins, 2014). 
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2.3. Estrés oxidante 

 

Se le considera una oxidación a todos los procesos en los cuales ocurre una pérdida 

de electrones, una captación de oxígeno o una cesión de hidrogeno. Por otro lado, 

una reducción es otro proceso en el cual, se realiza una captación de electrones o 

se “pierden” oxígenos. La relación que tiene la oxidación con la reducción es que 

siempre tienen que ir acompañados uno del otro. A estos sucesos se les conoce 

como reacciones óxido-reducción o redox. Estas reacciones terminan siendo de 

gran importancia ya que los seres vivos obtienen gran parte de su energía libre a 

partir de ellas (Elejalde, 2001). Sin embargo, el exceso del oxígeno en las células 

puede terminar siendo nocivo debido a que se pueden generar ERO (átomos o 

moléculas que contienen uno o más electrones no apareados en el orbital más 

externo) lo que ocasiona una reactividad en su estructura. El hecho de tener esta 

estructura reactiva hace que las ERO intervengan eficazmente en muchos procesos 

bioquímicos a un nivel celular. Cabe resaltar que su toxicidad se debe a sus 

características reactivas (Sánchez-Valle, 2013). Por otro lado, para contrarrestar 

este efecto negativo que las ERO llegan a ocasionar, la célula puede contar con 

mecanismos de defensa conocidos como “sistema antioxidante”. Este se encarga 

de mantener el equilibrio de las reacciones redox y sobrevivencia celular. En un 

estado normal de cualquier organismo existe un equilibrio entre las ERO y los 

sistemas de defensa antioxidantes. Sin embargo, cuando se pierde este balance y 

el estado de oxidación supera a la reacción de los sistemas de defensa, se puede 

hablar de un estado de estrés oxidante y, posteriormente dar pauta a diferentes 

tipos de patologías (gástricas, cardiacas, respiratorias, óseas o multiorgánicas entre 

otras) (Yoshikawa y Naito, 2002; Corrales y Muñoz, 2012; Sánchez-Valle y Méndez-

Sánchez, 2013). 

Por lo tanto, el estrés oxidante se puede definir como el desequilibrio entre oxidantes 

y antioxidantes a favor de los oxidantes, lo que lleva a una interrupción de la 
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señalización y control redox, que puede provocar daño oxidante a las 

macromoléculas y alterar los procesos celulares (Jones, 2006; Sies, 2018). 

2.4. Metales pesados como agentes inductores de estrés oxidante 

 

Los metales pesados son, generalmente, elementos químicos propios de la 

naturaleza, sin embargo, existen otros que son de origen antropogénico (actividades 

industriales, agrícolas, mineras y ganaderas). Estos se caracterizan por poseer un 

peso molecular alto y suelen ser muy difundidos, además de tener un papel 

importante en los organismos ya que son parte fundamental de sus funciones 

bioquímicas y fisiológicas (Calva y Torres, 2004; Ferré et al., 2007; Navarro-Aviñó 

et al., 2007). Los metales pesados sin alguna actividad biológica se les conoce como 

“no esenciales” (Calva y Torres, 2004; Lee et al., 2012; Tchounwou et al., 2012). 

La toxicidad de los metales pesados se debe a su capacidad de bioacumularse y a 

la facilidad con que reaccionan con moléculas orgánicas, específicamente con sus 

grupos sulfhidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. Además, el nivel 

de toxicidad de estos depende de las vías de exposición, las dosis y la naturaleza 

química del metal, entre otros (Morais y Pereir, 2012; Zarei et al., 2013; Londoño et 

al., 2016; Rodríguez, 2017). Los efectos tóxicos en sistemas biológicos dependen 

de reacciones con ligandos que son esenciales para su asimilación, y estos ligandos 

están presentes en gran abundancia en la célula, ya sea formando parte de 

moléculas de mayores dimensiones o como moléculas aisladas. El resultado de 

estas uniones ligando-metal puede ser muy perjudicial para la célula, destacando la 

catálisis de reacciones de generación de moléculas ERO o radicales libres (RL) que 

generan estrés oxidante (Calva y Torres, 2004; Ferré et al., 2007; Navarro-Aviñó et 

al., 2007;). Si bien, la generación de ERO inducida por fuentes endógenas está 

relacionada con el metabolismo normal, las fuentes exógenas, en especial los 

metales pesados, no solo producen ERO directamente y/o estimulan la generación 

de estos por fuentes endógenas, sino que también tienen efectos tóxicos y 
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propiedades cancerígenas (Lee et al., 2012). Particularmente, los metales como el 

Cromo (Cr) desempeñan un papel fundamental en la generación de ERO y EOx en 

sistemas biológicos (Matés et al., 2010; Jomova y Valko, 2011). 

El Cr tiene varios estados de oxidación que van desde el Cr(II) al Cr(VI) donde las 

especies más estables y frecuentes son el Cr(III) y el Cr(VI) (Cuberos et al., 2009; 

Das et al., 2011; Lejding et al., 2018). En su forma trivalente [Cr(III)] es indispensable 

en el metabolismo de la glucosa, colesterol, ácidos grasos y cristalino, involucrado 

en otros múltiples procesos biológicos (Cuberos et al., 2009; Das et al., 2011). En 

contraparte, el Cr(VI), además de ser el segundo estado más “estable”, se sabe que 

es el estado más dañino, siendo 100 veces más tóxica debido a su solubilidad y fácil 

penetración al interior de las células, en comparación con las sales de Cr(III), las 

cuales son insolubles y de difícil ingreso (Netzahuatl-Muñoz et al., 2010; OEHHA, 

2016). Además, los compuestos de Cr(VI) son definidos como contaminantes 

tóxicos que están clasificados como carcinógenos humanos por varias agencias 

reguladoras como la EPA o la IARC (IARC, 1990; EPA, 2010). El peligro para la 

salud asociado con la exposición al Cr depende de su estado de oxidación, que va 

desde la baja toxicidad de la forma metálica hasta la alta toxicidad del Cr(VI) (Lee 

et al., 2012; OEHHA, 2016; Tchounwou et al., 2012). 

 

2.5. Antioxidantes 

 

En el cuerpo existen diferentes maneras para contrarrestar el posible efecto 

negativo de las ERO y ERN: los antioxidantes. Estos son sustancias capaces de 

ralentizar la tasa de oxidación de otras moléculas, contrarrestando a los RL 

previniendo el daño que estos provocan y, de esta manera, la aparición de 

enfermedades. Pueden reducir en gran medida el daño adverso debido a oxidantes 

neutralizándolos antes de que reaccionen con objetivos biológicos, previniendo 

reacciones en cadena o evitando la activación de oxígeno a productos altamente 
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reactivos (Ratnam et al., 2006; Flora, 2009; Orsine et al., 2014; Ayala-Mata et al., 

2019). En el caso de los metales pesados, un antioxidante puede proteger contra 

su toxicidad atrapando los RL, terminando así la reacción en cadena, quelando el 

ion metálico y previniendo la reacción con las ERO o quelando el metal y 

manteniéndolo en un estado redox (Flora, 2009). De esta manera, se ha observado 

que la acción de algunos antioxidantes como los polifenoles, además de 

comprender la captura de las ERO, también previene su formación e inhibe su 

propagación (González-Torres et al., 2000; Zhang y Tsao, 2016). 

 

2.5.1. Polifenoles 

 

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas y se clasifican como 

ácidos fenólicos, flavonoides, lignanos y estilbenos. Además, son un tipo de 

antioxidantes de origen exógeno adquiridos mediante la dieta y que presentan una 

estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fenólicos. 

Un fenol es un grupo hidroxilo ligado a un grupo fenilo, ahora, si un grupo fenilo 

tiene más de un hidroxilo se le llama polifenol (Ayala-Mata et al., 2019). En la 

actualidad se conocen las propiedades biológicas de los polifenoles, así como de 

sus efectos. Estos son fundamentalmente consecuencia de sus propiedades 

antioxidantes que pueden justificar sus acciones vasodilatadoras y vasoprotectoras, 

así como sus acciones antitrombóticas o antilipémicas entre otras. Los polifenoles, 

como antioxidantes, son en realidad los principales de la dieta y su ingesta es 10 

veces superior a la de la vitamina C, y 100 veces superior a la de la vitamina E o los 

carotenoides. Se sabe que algunos alimentos, como el vino, el cacao o el té verde 

destacan por su alto contenido en polifenoles. De hecho, los polifenoles contenidos 

en estos alimentos son altamente efectivos como defensa antioxidante, por ejemplo, 

los polifenoles del té verde muestran una fuerte capacidad antioxidante in vitro, y su 

efecto es hasta 5 veces más efectivo que el de la vitamina C o la vitamina E 
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(Valenzuela, 2004; Quiñones et al., 2012). Incluso, en estudios previos en nuestro 

grupo de investigación se ha demostrado que los extractos polifenólicos del té verde 

tales como la (-)–epigalocatequina-3-galato (EGCG) o el polyphenon 60® (P60), no 

solo tienen propiedades como agentes antioxidantes, sino que también pueden 

reducir el daño genotóxico inducido por compuestos de Cr(VI) (García-Rodríguez et 

al., 2013, 2014, 2016). Debido a lo anteriormente mencionado, las plantas 

medicinales son candidatas para la quimio prevención del cáncer ya que pueden 

poseer estos agentes quimiopreventivos con efectos inhibidores sobre el inicio, 

promoción y progresión de la carcinogénesis (Nogueira et al., 2006). 

Si después de la acción de los antioxidantes el daño genotóxico termina persistiendo, 

el último nivel de protección de la célula consiste en la reparación de las lesiones. 

Lo que reside en la actividad de enzimas que repararán el daño inducido por los RL 

al ADN, y de otras que destruirán las proteínas dañadas por los RL o las que 

removerán los ácidos grasos oxidados de las membranas (González-Torres et al., 

2000). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La exposición ocupacional y ambiental a metales pesados representan un riesgo 

para la salud de la población. En particular a los compuestos de Cr(VI) se les ha 

asociado con el desarrollo de enfermedades relacionadas con el daño al ADN, como 

lo son algunos tipos de cáncer. En contraparte, se ha observado que los polifenoles 

del té verde pueden proteger del daño genotóxico inducido por el Cr(VI) 

proponiéndose como una de las vías de protección la activación de los mecanismos 

de reparación del daño al ADN. De ahí que, en el presente estudio se exploró si los 

extractos polifenólicos del té verde presentan efectos sobre la reparación del daño 

al ADN inducido por Cr(VI), mediante la evaluación de las rupturas de cadena 

sencilla y doble del ADN evaluadas en diferentes tiempos. 

 

4. HIPOTESIS  

 

Si los compuestos de Cr(VI) son capaces de inducir daño genotóxico mediante la 

generación de estrés oxidante durante su reducción intracelular a Cr(III) y se ha 

observado que algunos polifenoles del té verde son capaces de contrarrestar su 

daño genotóxico, además de que se ha reportado que pueden activar enzimas de 

reparación como la 8-oxoguanina glicosilasa 1 (OGG1), entonces se espera que la 

administración de los extractos polifenólicos del té verde en ratones expuestos a 

Cr(VI), disminuyan los rompimientos de cadena sencilla y doble del ADN después 

de las 4 h, y que reestablezcan los valores normales a las 48 y 72 h. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. General 

 

• Estudiar el efecto de los extractos polifenólicos del té verde sobre la 

reparación del daño al ADN en ratones Hsd:ICR tratados con compuestos de 

Cr(VI). 

 

5.2. Particulares 

 

• Evaluar el efecto de los extractos polifenólicos del té verde sobre el daño 

genotóxico inducido por el CrO3 mediante el ensayo de MN. 

• Evaluar el efecto de los extractos polifenólicos del té verde sobre el daño 

citotóxico inducido por CrO3 mediante la relación de EPC/ENC. 

• Evaluar el efecto de los extractos polifenólicos del té verde sobre las rupturas 

de cadena sencilla y doble del ADN inducidas por CrO3 a intervalos de tiempo 

de 0, 4, 24 48 y 72 h mediante el ensayo cometa. 
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6. MATERIAL Y MÉTODO 

 

6.1. Animales  

 

Los animales de experimentación (ratones Hsd:ICR) se obtuvieron del Bioterio de 

la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, los cuales estuvieron bajo las 

siguientes condiciones controladas: 

-Temperatura y humedad (22 ± 3°C). 

-Periodo de luz-obscuridad 12-12 h. 

-Alimentación de nutricubos (Harlan®). 

-Agua ad libitum. 

Se siguieron los criterios de evaluación y condiciones establecidas por la EPA, la 

Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económicos (Organization for 

Economic Cooperation and Development, OECD) y la Administración de Alimentos 

y Drogas (Food and Drug Administration, FDA) (EPA, 1998; Heddle et al., 1983; 

Mavournin et al., 1990; OECD, 1997). Los protocolos experimentales fueron 

aprobados por el comité de bioética de la “Facultad de Estudios Superiores-

Zaragoza, UNAM” (Código: FESZ-CE/21-118-13). 

 

6.2. Reactivos 

 

Los reactivos empleados en el estudio se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. 

Louis, MO, USA). Se emplearon: Naranja de Acridina (NA) [CAS No. 10127-02-3], 

Bromuro de Etidio (BrEt) [CAS No. 1239-45-8], Trióxido de cromo (CrO3) [CAS No. 

1333-82-0], agarosa punto de fusión normal [CAS9012-36-6], agarosa bajo punto 

de fusión [CAS No. 9012-36-6], NaCl [CAS No. 7647-14-5], NaOH [CAS No. 1310-

73-2], HCl [CAS No. 7647-01-0], EDTA [CAS No. 60-00-4], DMSO [CAS No. 67-68-

5], Tritón X-100 [CAS No. 9002-93-1], Trizma Base [CAS No. 77-86-1], PBS, etanol 
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[CAS No. 64-17-5] y extractos de polifenoles de té verde, Polyphenon60® [P60, CAS 

N° 138988-88-2] con un contenido total de catequinas de ≥ 60 %. 

 

6.3. Tratamientos y dosis 

 

Los extractos polifenólicos del té verde y el CrO3 se prepararon mediante su 

disolución en agua destilada estéril. La administración se realizó inmediatamente en 

un volumen aproximado de 0.25 mL por ratón. 

Los grupos experimentales fueron conformados por cinco ratones macho de 2 a 3 

meses de edad, con un peso variable entre 28-34 g de la cepa Hsd:ICR, y fueron 

divididos en: a) grupo testigo, al cual se le trató únicamente con el vehículo (agua 

destilada estéril); b) grupo P60, tratado con dosis de 30 mg/kg de extractos 

polifenólicos del té verde por vía intragástrica (i.g.); c) grupo Cr(VI), al que se le 

administró una dosis de 20 mg/kg de CrO3 por vía intraperitoneal (i.p.) y d) grupo  

experimental, al que se le administró extractos polifenólicos del té verde por vía i.g. 

4 h previo al tratamiento de CrO3 vía i.p. 

Las dosis fueron establecidas de acuerdo con investigaciones previas donde el 

compuesto de CrO3 induce daño genotóxico sin provocar la muerte de los 

organismos y la dosis de extractos polifenólicos del té verde no genera daño 

genotóxico ni citotóxico (García-Rodríguez et al., 2001, 2012, 2013; O’Brien et al., 

2003). 

Las evaluaciones se realizaron en muestras de sangre periférica tomadas a las 0, 

4, 24, 48 y 72 h (Figura 1). 
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Figura 1. Protocolo para la administración de los tratamientos y toma de muestras. CrO3, 
trióxido de cromo. P60, extractos polifenólicos del té verde.  P60+CrO3, extractos polifenólicos 
del té verde y trióxido de cromo. EC, ensayo cometa. MN, ensayo de micronúcleos. 
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6.4. Ensayo de micronúcleos 

 

La evaluación de MN se realizó de acuerdo con la técnica descrita por Hayashi et 

al. (1990). Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas de la vena caudal de 

los animales y estas fueron colocadas sobre laminillas previamente tratadas con 

naranja de acridina (NA) y se observaron en un microscopio de fluorescencia con 

un filtro de excitación azul y un filtro de emisión de luz, 24 h después de su 

preparación. La tinción de los eritrocitos con NA, permite diferenciar a los eritrocitos 

normocromáticos (ENC) de los eritrocitos policromáticos (EPC), ya que estos 

últimos al seguir presentando ARN-ribosomal, el colorante los tiñe de color rojo. Con 

esta técnica es posible identificar la presencia de MN, ya que el ADN es teñido de 

color amarillo. Para la evaluación del daño genotóxico se cuantificaron los EPC con 

presencia de MN (EPC-MN) que hay en 4,000 EPC por ratón y para la evaluación 

de daño citotóxico, la frecuencia de EPC que se encuentren en 2,000 eritrocitos 

totales (EPC/ ENC). 

 

6.5. Ensayo cometa 

 

El EC se realizó de acuerdo con Singh et al. (1988) y Dhawan et al. (2007) para 

detectar los rompimientos de cadena sencilla y doble, así como si existe reparación 

del ADN. 

Por cada ratón se tomaron dos muestras de sangre (10 μl) de la vena caudal a las 

0, 4, 24, 48 y 72 h después de la administración de los tratamientos; estas se 

suspendieron en agarosa de bajo punto de fusión (0.5%) y se colocaron sobre 

portaobjetos previamente tratados con agarosa de punto de fusión normal (0.7%). 

Posteriormente, se les agregó una tercera capa de agarosa de bajo punto de fusión 

(0.5%) y se colocaron en una solución de lisis durante 24 h a 4º C. Después de la 

lisis, las muestras se incubaron en la cámara de electroforesis con una solución 

amortiguadora alcalina durante 20 minutos. Posteriormente, la electroforesis se 
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realizó a 300 mA y 25 V por otros 20 minutos. Al finalizar, se les realizó un lavado a 

las laminillas con una solución amortiguadora de neutralización durante 15 min y se 

les fijó con alcohol etílico al 70% (por 5 min). 

Los geles se tiñeron con 75 μL de una solución de BrEt para la observación de los 

"cometas". Las evaluaciones se realizaron con un ocular graduado (reglilla), bajo un 

microscopio de fluorescencia Nikon Optiphoto-2 (filtro de excitación de 515-560 nm 

y un filtro de barrera de 590 nm). Se evaluaron 300 células por ratón y se obtuvo la 

frecuencia de cometas, además de medir la longitud de cada uno para sacar el 

porcentaje de ADN en la cauda. La magnitud del daño en el ADN fue expresada por 

la frecuencia de cometas, el porcentaje de ADN en la cauda y las unidades 

arbitrarias (UA) de acuerdo con Collins (2004). Las UA fueron medidas de tal forma 

que, el número de cometas observados se multiplicó por la clasificación de estos. 

 

6.6. Análisis estadístico 

 

Los datos obtenidos del ensayo de MN y EC se presentaron como promedio ± error 

estándar (E.E.) y se les aplicó un análisis de varianzas (ANOVA) seguido de una 

prueba Tukey, de acuerdo con la homogeneidad de varianzas. Para la inducción de 

MN se calculó la Frecuencia de MN. La realización de los análisis fue mediante el 

programa GraphPad. Para todos los casos, se tomaron los datos con una p<0.05 

como significativos estadísticamente (Adler et al., 1998; García-Rodríguez et al., 

2001). 
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7. RESULTADOS 

7.1.  Evaluación de micronúcleos 

 

En la figura 2 se muestran los eritrocitos de sangre periférica de ratón teñidos con 

NA. Los ENC son aquellos sin tinción (en color negro) (figura 3-a) mientras que, los 

EPC se ven teñidos de un color naranja (figura 3-b) y los MN se tiñen de color 

amarillo fluorescente (figura 3-c). 

 

 

Figura 2. Eritrocitos de sangre periférica de ratón teñidos con NA, naranja de acridina. a)ENC, 
Eritrocitos normocromáticos; b) EPC, eritrocitos policromáticos; c) EPC-MN, eritrocito 

policromático con micronúcleo; d) ENC-MN, eritrocito normocromático con micronúcleo . 

 

En la figura 3 se muestran los promedios de MN para el grupo testigo, extractos 

polifenólicos del té verde, CrO3 y el tratado con P60 y CrO3 (P60+CrO3) evaluados 

a las 0, 24, 48 y 72 h. El tratamiento por sí solo de extractos polifenólicos del té 

verde no incrementó los promedios de MN, mientras que el de CrO3 los aumentó 

significativamente a partir de las 24 h, mostrando un mayor efecto a las 48 h en 

comparación con el testigo. En el tratamiento P60+CrO3 se disminuyeron los MN de 

manera significativa en comparación con el de CrO3 (76, 56 y 46% a las 24, 48 y 72 

h, respectivamente), sin embargo, los MN aún resultan significativos al compararse 

con el grupo testigo a las 48 y 72 h. 
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Figura 3. Análisis del promedio de micronúcleos calculado por tratamiento en 1,000 EPC: i) 0 
h, ii) 24 h, iii) 48 h, iv) 72 h. Significancia estadística p<0.05, ap: vs. testigo; bp: vs. P60+CrO3; 
cp: vs. P60. EPC, eritrocitos policromáticos. P60, extractos polifenólicos del té verde. CrO 3, 
trióxido de cromo. P60+CrO3, extractos polifenólicos del té verde y trióxido de cromo. 
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7.2. Evaluación de ensayo cometa 

 

En la figura 4 se muestran imágenes de cometas, en donde se muestra la 

clasificación de los niveles de daño en el ADN propuesto por Collins (2004): (a) nivel 

0, los cometas no presentan cauda o apenas es visible (<5% de ADN en la cauda) 

(figura 4a); (b) nivel 1, los cometas presentan una cauda fácil de identificar (5-10% 

de ADN en la cauda) (figura 4b-i); nivel 2, los cometas presentan una cauda extensa, 

además, se observa una mayor intensidad de la tinción al inicio de la cauda (11–

40% de ADN en la cauda) (figura 4b-ii); nivel 3, los cometas presentan una mayor 

extensión de la cauda en comparación de los niveles anteriores y la intensidad es 

distribuida a lo largo de la cauda (41–95% de ADN en la cauda) (figura 4b-iii); y nivel 

4, los cometas presentan una cauda pronunciada en cuanto a extensión e intensidad 

(>95% de ADN en la cauda) (figura 4b-iv). 

 

 

Figura 4. Imágenes de cometas que representan los diferentes niveles de daño al ADN: a) 

nivel 0; b) nivel 1 (i), nivel 2 (ii), nivel 3 (iii) y nivel 4 (iv) (editada de Wong et al., 2005). 
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En la figura 5, se muestran los promedios de las frecuencias de los cometas 

observados en 300 núcleos y que fueron evaluados a las 0, 4, 24, 48 y 72 h en los 

grupos testigo, extractos polifenólicos del té verde, CrO3 y P60+CrO3. Las 

frecuencias de los cometas en el grupo tratado solo con los extractos polifenólicos 

del té verde fueron similares a las observadas en el grupo testigo. Mientras que, en 

el grupo tratado con CrO3, estas aumentaron a partir de las 4 h y presentaron el 

mayor efecto a las 24 y 48 h, sin embargo, estos incrementos no resultaron 

significativos. Cuando se combinaron los tratamientos de los extractos polifenólicos 

del té verde y CrO3 (P60+CrO3), se observó una reducción en la frecuencia de los 

cometas al compararse con la observada con el tratamiento solo del CrO3. 
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Figura 5. Análisis de la frecuencia de cometas presentes en 300 núcleos evaluados a los 
distintos tiempos por tratamiento: i) Testigo, ii) P60, iii) CrO3, iv) P60+CrO3. P60, extractos 
polifenólicos del té verde. CrO3, trióxido de cromo. P60+CrO3, extractos polifenólicos del té 
verde y trióxido de cromo. 
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El promedio de los porcentajes de ADN en las caudas de los cometas se midió de 

forma individual mediante la longitud del núcleo, la cauda y la longitud total del 

cometa (la longitud de la cauda se dividió entre la longitud total multiplicado por 100). 

En la figura 6 se muestran los promedios de los porcentajes de ADN en las caudas 

evaluados a las 0, 4, 24, 48 y 72 h en los grupos testigo, extractos polifenólicos del 

té verde, CrO3 y P60+CrO3. En el grupo tratado con los extractos polifenólicos del 

té verde no hubo efectos significativos comparados con el grupo testigo. Mientras 

que, en el grupo tratado con CrO3 los porcentajes de ADN aumentaron a partir de 

las 4 h de forma significativa, presentando el mayor efecto a las 24 h. Aunque el 

comportamiento de los porcentajes de ADN es similar entre el grupo tratado solo 

con CrO3 y el P60+CrO3, se observó una disminución significativa entre las 24 y 48 

h en los porcentajes de ADN del grupo P60+CrO3. 
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Figura 6. Análisis del promedio del porcentaje de ADN en la cauda calculado en los cometas 
presentes en los distintos tiempos evaluados por tratamiento: i) Testigo, ii) P60, iii) CrO3, iv) 
P60+CrO3. Significancia estadística p<0.05, ap: vs. 0 h; bp: vs. 4 h; cp: vs. 48 h. P60, extractos 
polifenólicos del té verde. CrO3, trióxido de cromo. P60+CrO3, extractos polifenólicos del té 
verde y trióxido de cromo. 
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Debido a que la frecuencia de cometas y el porcentaje de ADN en la cauda evalúan 

de manera particular cada una de las características de los cometas, se optó por 

evaluar las UA. Estas consisten en medir la magnitud del daño en el ADN 

clasificándolo mediante niveles dependiendo del promedio del porcentaje de ADN 

en las caudas y multiplicándolo por el total de cometas observados. Gracias a este 

cálculo se pueden obtener resultados más claros acerca de los efectos sobre los 

rompimientos de cadena doble y sencilla de ADN. En la figura 7 se muestran los 

promedios de las UA presentes en los grupos testigo, extractos polifenólicos del té 

verde, CrO3 y P60+CrO3 a las 0, 4, 24, 48 y 72 h. En el grupo tratado solo con los 

extractos polifenólicos del té verde, no se observaron efectos significativos sobre 

las UA en comparación con el grupo testigo. Mientras que, en el grupo tratado con 

CrO3 se incrementó este parámetro a partir de las 4 h siendo significativo a las 48 y 

72 h comparado con el grupo testigo y con el grupo P60+CrO3 (72 h). En el grupo 

tratado con extractos polifenólicos del té verde y con el CrO3 se disminuyeron las 

UA a partir de las 4 h. 
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Figura 7. Análisis del promedio de las unidades arbitrarias calculadas en 300 núcleos 
presentes por grupo en los distintos tiempos de evaluación: i) 0 h, ii) 4 h, iii) 24 h, iv) 48 h, v) 
72 h. Significancia estadística p<0.05, ap: vs. Testigo; bp: vs. P60+CrO3. P60, extractos 
polifenólicos del té verde. CrO3, trióxido de cromo. P60+CrO3, extractos polifenólicos del té 
verde y trióxido de cromo. 
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7.3. Relación EPC/ENC 

 

En el cuadro 3 se muestran los promedios de la relación de EPC/ENC evaluados en 

el grupo testigo, extractos polifenólicos del té verde, CrO3 y P60+CrO3 a las 0, 24, 

48 y 72 h. En el grupo tratado con los extractos polifenólicos del té verde no se 

observaron efectos en la relación entre los EPC y ENC. Mientras que, en el grupo 

de CrO3 se incrementó significativamente a partir de las 48 h en comparación con 

su propia hora 0. Asimismo, a las 72 h de este grupo, se presentó un incremento en 

comparación con el grupo testigo a la misma hora y a las 72 h del grupo P60+CrO3. 

En el grupo P60+CrO3 se incrementó significativamente la relación entre los EPC y 

ENC a partir de las 48 h en comparación con su propia hora 0. 
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Cuadro 3. Promedios de la relación EPC/ENC en 1,000 células totales en sangre periférica de 
ratones tratados con P60, CrO3, y P60+CrO3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p<0.05, ap: vs. Testigo 72 h;  bp: vs. CrO3 0 h; cp: vs. P60+CrO3 72 h; dp: vs. P60+CrO3 0 h. 
P60, extractos polifenólicos del té verde. CrO3, trióxido de cromo. P60+CrO3, extractos 
polifenólicos del té verde y trióxido de cromo EPC, eritrocitos normocromáticos. ENC, 
eritrocitos policromáticos. 

 

 

 

 

TRATAMIENTO DOSIS 

(mg/kg) 

HORA n EPC/1,000 ENC 

(x ± E.E.) 

ANOVA 

 

Testigo 
 

 

0 

 

 

0 5 57.2 ± 8.7  

24 5 52.3 ± 2.1  

48 5 56.7 ± 4.6  

72 5 66.9 ± 5.5  

 

P60 
 

 

30 

 

 

0 5 44.3 ± 2.8  

24 5 51.2 ± 4.0  

48 5 51.3 ± 3.4  

72 5 53.5 ± 3.2  

 

CrO3 
 

 

20  

 

 

0 5 48.0 ± 7.7  

24 5 57.4 ± 7.5  

48 5 68.6 ± 5.8  b 

72 5 87.4 ± 5.8 a, b, c 

 

P60+CrO3 
 

 

30 + 20 

 

 

0 5 45.5 ± 4.8  

24 5 46.8 ± 6.4  

48 5 61.2 ± 8.6 d 

72 5 60.9 ± 6.9 d 
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8. DISCUSIÓN  

 

Se ha observado que antioxidantes como los polifenoles son capaces de reducir el 

daño genotóxico inducido por compuestos de Cr(VI) (González-Torres et al., 2000; 

García-Rodríguez et al., 2013; García-Rodríguez, 2019). Aunque, se ha sugerido a 

la reparación del daño al ADN como una de las vías de eliminación del daño 

oxidativo en el ADN, no hay estudios con extractos polifenólicos del té verde y 

compuestos del Cr(VI). En el presente estudio, el tratamiento con los extractos 

polifenólicos del té verde disminuyó los rompimientos de cadena sencilla y doble a 

a partir de las 4 h después del tratamiento con Cr(VI), sugiriendo que estos extractos 

podrían activar la reparación del ADN y disminuir el daño genotóxico inducido por el 

Cr(VI). 

En las evaluaciones del daño genotóxico empleando el ensayo de MN y el EC, los 

extractos polifenólicos del té verde por si solos no aumentaron las frecuencias de 

MN ni las rupturas de cadena sencilla y doble del ADN. En estudios previos, se ha 

mostrado que la administración vía i.g. de estos mismos extractos y de la EGCG 

extraída de hojas del té verde, no inducen MN en células de medula ósea y sangre 

periférica de ratones de las cepas CD-1 y NMR1 (Isbrucker et al., 2006; Hsu et al., 

2011; García-Rodríguez et al., 2013). Mientras que, la genotoxicidad de los 

compuestos de Cr(VI) fue corroborada mediante el incremento de los MN y los 

rompimientos de cadena sencilla y doble en el grupo tratado con 20 mg/kg de CrO3. 

Estos resultados concuerdan con estudios previos en nuestro laboratorio, en donde 

dosis similares de CrO3 incrementaron los MN en ratones de la cepa CD-1 (García-

Rodríguez et al., 2001; Nicolás-Méndez et al., 2022). También, en otros estudios se 

ha observado que el daño generado por los compuestos de Cr(VI) (rupturas de 

cadena sencilla y doble del ADN, así como los sitios álcali lábiles) aumenta en 

linfocitos de sangre periférica de humanos y células de intestino medio de larvas de 

Drosophila melanogaster. Esto al evaluar el daño al ADN mediante el EC a distintos 
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intervalos de tiempo (30, 60 y 120 min en el caso de linfocitos; y 24 y 48 h en el caso 

de células de intestino medio de larvas de Drosophila melanogaster) (Blasiak y 

Kowalik, 2000; Trzeciak et al., 2000; Mishra et al., 2013). 

El daño genotóxico de los compuestos de Cr(VI) ha sido ampliamente reportado en 

diferentes ensayos de prueba (O’Brien et al., 2003; Valko et al., 2006; Bhattacharya 

et al., 2019). Una vía por la cual el Cr(VI) causa estos daños es mediante los estados 

intermediarios del cromo y las ERO generadas durante su reducción intracelular a 

su forma trivalente (Shi y Dalal, 1992; Jomova y Valko, 2011). El radical hidroxilo 

(•OH) puede interactuar con biomoléculas como el ADN generando aductos (como 

el 8-hidroxidesoxiguanosina [8-OHdG]), sitios alcalinos lábiles y entrecruzamientos 

de ADN-ADN y ADN-proteínas, que pueden generar rupturas de cadena sencilla y 

doble del ADN. En el presente estudio, se observó un aumento en las frecuencias 

de cometas, los porcentajes de ADN en las caudas y en las UA a partir de las 4 h 

en el grupo tratado con CrO3. Este daño temprano al ADN y su persistencia, indica 

que la exposición al Cr(VI) causa un daño directo al ADN, el cual, puede estar 

relacionado con la inhibición de los mecanismos de reparación. Una de las vías por 

las cuales el Cr(VI) puede inhibir estos mecanismos, es mediante la inactivación de 

enzimas clave en la reparación del ADN, tales como la OGG1 y la XRCC1, lo que 

puede llevar a la acumulación de lesiones de ADN no reparadas, y, por lo tanto, 

aumentar el riesgo de mutaciones (O’Brien et al., 2003; Zhang et al., 2012; 

DesMarias y Costa, 2019). Particularmente, la enzima OGG1 está involucrada en la 

reparación por escisión de bases al eliminar el aducto 8-OHdG, resultante de la 

acción de ERO (Andreassi et al., 2009). Se ha observado que el Cr(VI) incrementa 

el daño al ADN mediante el aumento del aducto 8-OHdG y la inhibición de la enzima 

OGG1. Particularmente, en un estudio in vivo en muestras de sangre de personas 

expuestas ocupacionalmente a compuestos de Cr(VI) (trabajadores de 

galvanoplastia) se muestra que, la exposición al Cr(VI) aumenta los niveles de este 

metal en la sangre y la orina, además incrementa las rupturas de cadena sencilla y 

doble del ADN (9.64%) e inhibe la reparación del daño al ADN mediante la 
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disminución de la expresión del ARNm de hOGG1 (enzima homologa de la OGG1 

en humanos) (Xia et al., 2019). Por su parte, en estudios con hepatocitos L-02 

tratados con 2, 8 y 32 µM/L de Cr(VI) durante 24 h se muestra que los niveles de 

ERO y 8-OHdG mitocondrial aumentan significativamente mientras que, los niveles 

de ARNm de hOGG1 celular y proteína hOGG1 mitocondrial disminuyeron. Esto 

sugiere que, la menor expresión del gen hOGG1 celular podría disminuir la 

capacidad de reparación del ADN mitocondrial (Li et al., 2012).  Asimismo, Hodges 

y Chipman (2002), observaron que el tratamiento con dicromato de sodio en células 

de carcinoma de pulmón humano A549 disminuía la expresión del gen hOGG1, 

sugiriendo que la inhibición de la expresión de este gen contribuye a la 

genotoxicidad como resultado de la disminución de la capacidad para reparar el 

aducto 8-OHdG. Estos hallazgos, nos permiten sugerir que en nuestro estudio, el 

Cr(VI) puede estar inhibiendo enzimas de reparación, como la OGG1 y por lo tanto, 

ocasionar una disminución en la capacidad para reparar las rupturas de cadena 

sencilla y doble del ADN. 

Cuando se administró el tratamiento de los extractos polifenólicos del té verde previo 

al de CrO3 se observó una disminución en las frecuencias de MN de hasta 76% a 

las 24 h con respecto al tratamiento solo de CrO3. Esta disminución indica un efecto 

antigenotóxico de los extractos polifenólicos. En estudios en ratones hembra de la 

cepa balb/C, se observó que el tratamiento con EGCG (durante 15 días) previo a la 

exposición al arsénico trivalente (durante 10 días), disminuye las frecuencias de los 

MN, las aberraciones cromosómicas, las rupturas de cadena sencilla y doble, así 

como la producción de ERO. Los autores concluyeron que la EGCG además de 

tener un alto potencial antioxidante inhibe la genotoxicidad inducida por metales con 

potencial cancerígeno como el arsénico (Kaushal et al., 2019). Particularmente, en 

estudios previos en nuestra línea de investigación se ha mostrado que los 

tratamientos previos con té verde o EGCG pueden disminuir el daño al ADN 

inducido por Cr(VI) (33 y 44%, respectivamente), mientras que, los extractos 

polifenólicos del té verde disminuyen hasta casi un 100% (García-Rodríguez et al., 
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2013; García-Rodríguez, 2019). El alto porcentaje de esta eficacia antigenotóxica 

por parte de los extractos polifenólicos del té verde se ha relacionado a su contenido 

de 60% de catequinas totales. Estas pueden actuar como donantes de hidrogeno 

para suprimir la formación de RL y pueden quelar metales a través de sus grupos 

orto-hidroxi-fenólicos (Aherne y O’Brien, 2000; Caillet et al., 2007). Si bien, el hecho 

de que la disminución de las frecuencias de MN en el grupo tratado con los extractos 

polifenólicos del té verde y CrO3 podría relacionarse con la captura de los RL como 

el •OH, también los mecanismos de reparación podrían ser reactivados por el 

extracto. La disminución temprana desde las 4 h de las UA en el grupo tratado con 

los extractos polifenólicos del té verde previo al CrO3 podría indicar que los extractos 

están reactivando los mecanismos de reparación. En estudios in vitro, otros 

polifenoles como el resveratrol sobre el daño oxidativo en el ADN de linfocitos 

periféricos humanos, han mostrado que este puede activar el sistema de BER al 

aumentar la expresión del OGG1 (Yan et al., 2012). La vía de BER es una de las 

vías de reparación del ADN más comunes y eficientes (Aka et al., 2004; Iarmarcovai 

et al., 2008). Particularmente, en estudios in vivo, como el realizado por Ho y 

colaboradores (2014), se muestra que la ingesta de té verde (en una sola dosis y el 

consumo continuo por 7 días) en hombres sanos aumenta la actividad de la hOGG1 

y disminuye las lesiones inducidas por la oxidación en el ADN en linfocitos de sangre 

venosa. Esto al evaluar el daño en el ADN y la actividad de hOGG1 utilizando, el 

EC estándar y modificado con la enzima hOGG1, respectivamente. En este sentido, 

la disminución temprana a partir de las 4 h en dicho grupo, sugiere una posible 

reactivación de la reparación del daño al ADN, ya que, si tomamos en cuenta que 

los MN formados por daño clastogénico se generan desde el primer tiempo 

evaluado (24 h) por el proceso de eritropoyesis (Krishna & Hayashi, 2000), el daño 

a esa hora nos indica que las células podrían estar en el primer punto de control del 

daño (G1/S), llegando a reparar las rupturas en la cadena a pesar de no presentar 

una diferencia significativa en comparación con el grupo de CrO3. De esta forma, la 
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reactivación de la reparación del daño al ADN puede ser una razón por la cual la 

disminución de los MN en el grupo de P60+CrO3 sea constante a partir de las 24h. 

En el análisis de citotoxicidad evaluado por la relación de EPC/ENC se observó un 

aumento significativo de los EPC/ENC en los grupos de CrO3 y P60+CrO3. Esto 

puede indicar que el Cr(VI) tiene un efecto citotóxico ya que, el tratamiento de los 

extractos polifenólicos del té verde no altera la relación de EPC/ENC. Si bien, la 

OECD (2016) indica que, al realizar la prueba de MN se determine también la 

frecuencia de EPC/ENC, este parámetro se debe tomar con reserva, ya que, cuando 

un compuesto causa muerte celular, pueden activarse también los mecanismos de 

división celular y, por lo tanto, se puede enmascarar el efecto. (Hayashi et al., 2000). 

El efecto citotóxico de los compuestos de Cr(VI) ha sido reportado en diversos 

estudios (O’Brien et al., 2003). En un estudio realizado por Wise y colaboradores 

(2006), se muestra que el Cr(VI) es citotóxico para las células epiteliales de pulmón 

humano al reducir la viabilidad celular y aumentar la clastogénesis del cromato de 

plomo en una línea de células epiteliales bronquiales, BEP2D. En otros estudios in 

vivo e in vitro se muestra que los compuestos de Cr(VI) aumentan la pérdida de la 

viabilidad celular al incrementar la tasa de células necróticas y los niveles del TNF- 

α (factor de necrosis tumoral-α). Mostrando que, una cascada de eventos celulares 

que incluyen el estrés oxidativo y el daño en el ADN están involucrados en la 

toxicidad y la carcinogénesis inducidas por Cr(VI) (Bagchi et al., 2002; Karaulov et 

al., 2019; Shil y Pal, 2019). De ahí que los compuestos de Cr(VI) son altamente 

tóxicos para las células, y su citotoxicidad parece estar mediada por la producción 

de estrés oxidante y el daño en el ADN. 
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9. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES 

• El CrO3 induce daño genotóxico ya que incrementa las frecuencias de MN, 

las rupturas de cadena sencilla y doble en el ADN.  

• El CrO3 induce daño citotóxico ya que modifica la relación de EPC/ENC. 

• Los extractos polifenólicos del té verde no inducen daño genotóxico ni 

citotóxico debido a que no aumenta las frecuencias de MN, rupturas de 

cadena sencilla y doble en el ADN, ni modifican la relación de EPC/ENC. 

• Los extractos polifenólicos del té verde presentaron efectos antigenotóxicos 

al disminuir las frecuencias de MN y las rupturas de cadena sencilla y doble 

del ADN inducidas por el CrO3. 

• El hecho de que se hayan disminuido las rupturas de cadena sencilla y doble 

en el ADN a partir de las 4h, en el grupo tratado con los extractos polifenólicos 

del té verde previo a la exposición al CrO3, sugiere que el extracto pudo haber 

reactivado la reparación del daño oxidativo en el ADN inducido por el CrO3. 
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